
















































































la	 biomedicina,	 donde	 ya	 han	 sido	 usadas	 como	 agentes	 de	 contraste	 en	 imagen	 por	 resonancia	




aniónico	 y	 se	 ha	 caracterizado	 su	 capacidad	 máxima	 para	 adsorber	 Lisozima.	 Con	 el	 fin	 de	




























Durante	 las	 últimas	 décadas,	 el	 desarrollo	 y	 la	 caracterización	 de	 nanopartículas	
magnéticas	han	ido	creciendo	desmesuradamente.	Gracias	a	sus	propiedades	físicoquímicas	
y	 a	 su	 magnetismo,	 pueden	 ser	 empleadas	 en	 numerosos	 ámbitos:	 como	 sistemas	 de	




interesantes	 agentes	 de	 contraste	 en	 imagen	 por	 resonancia	 magnética,	 eficientes	
marcadores	celulares	o	buenos	sistemas	de	liberación	controlada	de	fármacos	(Gupta	et	al.,	
2005).	Es	de	especial	 importancia	 su	empleo	como	vehiculizadoras	de	 fármacos	como	una	
potencial	alternativa	 frente	al	uso	de	 fármacos	convencionales,	 sobre	 todo,	 los	empleados				
en	 el	 cáncer.	 Los	 agentes	 quimioterapéuticos	 y	 antitumorales	 habituales	 son	 liberados	 al	
torrente	 sanguíneo	 y	 se	 caracterizan	por	 no	presentar	 especificidad	por	 el	 tejido	 tumoral.	
Como	 consecuencia,	 las	 células	 y	 los	 tejidos	 sanos	 también	 se	 ven	 afectados	dando	 como	
resultado	una	alta	toxicidad	y	severos	efectos	secundarios	(Bekaroğlu	et	al.,	2017).	Con	el	fin	
de	paliar	 este	problema,	 el	 fármaco	antitumoral	 puede	 ser	 adsorbido	a	 la	 superficie	de	 la	
nanopartícula	magnética,	la	cual	se	dirige	bajo	la	acción	de	un	campo	magnético	externo	al	
tejido	específico	donde	actuará	dicho	fármaco	evitando	los	indeseados	efectos	secundarios.	
Sin	 embargo,	 el	 principal	 problema	asociado	a	 este	 sistema	de	 liberación	 controlada	es	 el	
fenómeno	de	opsonización.	












material	 exógeno	mediante	 fagocitosis.	 En	 el	 caso	 de	 las	 nanopartículas,	 se	 ha	 visto	 que,	
generalmente	no	 son	 fagocitadas	por	el	 sistema	 inmune	 sino	que	 son	 secuestradas	en	 los	
sistemas	fagocíticos	mononucleares	(MNP)	(Owens	et	al.,	2006).	

























el	 laboratorio	 por	métodos	 fisicoquímicos.	 Sus	 principales	 formas	 son:	magnetita	 (Fe3O4),	
maghemita	(γ-Fe3O4)	y	hematita	(α-Fe3O4)		(Teja	et	al.,	2009).	
La	magnetita,	compuesto	de	interés	en	este	trabajo,	es	un	mineral	de	hierro	de	coloración	













viene	 ocasionada	 como	 consecuencia	 del	 alineamiento	 de	 los	 momentos	 magnéticos	 de	
diversos	 elementos.	 En	 función	 de	 estos	 momentos	 magnéticos,	 existen	 diversos	
comportamientos:	 ferromagnético,	 ferrimagnético	y	antiferromagnético	 (Teja	et	al.,	 2009).	





campo	magnético	 externo.	 Esta	 propiedad,	 junto	 con	 su	 alta	 biocompatibilidad	 y	 su	 baja	




(pI)	 	 es	 cercano	 a	 6.5	 (Fig.3),	 se	 puede	 concluir	 que	 se	 encontrarán	 en	 su	 forma	 neutra,	
careciendo	de	cualquier	 tipo	de	carga.	Como	consecuencia,	 tienden	a	 formar	agregaciones	














nanopartícula	de	magnetita	es	 recubrirla	 con	un	polielectrolito	 (PE)	 (Tombácz	et	al.,	2006;	
Mendenhall	 et	 al.,	 1996),	 el	 cual	 puede	 definirse	 como	 un	 polímero	 que	 contiene	 grupos	
ionizables	los	cuales	pueden	estar	total	o	parcialmente	disociados	en	disolución	presentando	
una	 elevada	 carga	 superficial,	 lo	 que	 nos	 permitirá	 unir	 fármacos	 con	 carga	 neta	 opuesta	
mediante	interacción	electrostática.	
Para	llevar	a	cabo	este	recubrimiento	hemos	utilizado	el	ácido	poliacrílico	(PAA)	(Fig.4),	un	
polímero	 formado	 por	 homopolímeros	 de	 ácido	 acrílico	 entrecruzados	 con	 un	 	 alil	 éter	
pentaeritrol.	 A	 pH	 fisiológico,	 los	 grupos	 carboxilatos	 que	 presenta	 pierden	 los	 protones	







A	 partir	 de	 este	 sistema	 propuesto	 de	 nanopartícula-PE	 como	 sistema	 de	 liberación	








Dadas	 las	 características	 fisicoquímicas	 que	 presentan	 este	 tipo	 de	 compuestos	 y	 los	
estudios	que	se	han	realizado	sobre	sus	efectos	sobre	los	fluidos	biológicos,	los	polímeros	son	



















































este	último	compuesto	 se	polimeriza	en	diversas	condiciones.	Por	una	parte,	 la	 síntesis	 se	
puede	 realizar	 en	 agua,	 tomando	 el	 peróxido	 de	 hidrógeno	 como	 compuesto	 iniciador.	
Paralelamente,	 se	 puede	 realizar	 la	 polimerización	 en	 solventes	 orgánicos	 siendo,	 en	 este	
caso,	el	radical	del	solvente	el	iniciador	de	la	reacción.	
La	presencia	de	grupos	hidrofóbicos	así	como	de	hidrofílicos	permite	que	este	polímero	











La	 isoterma	 teórica	 de	 Langmuir	 (Fig.8)	 es	 un	 ejemplo	 de	 un	modelo	 de	 isoterma	 de	
adsorción	en	monocapa.	Este	modelo	defiende	que	la	fase	sólida	proporciona	una	serie	de	


































𝑄𝑚𝑎𝑥 · 𝑘𝑎𝑑 · [𝑃]




















patógenos	 del	 organismo.	 De	 este	 modo,	 actúa	 conjuntamente	 con	 anticuerpos	 (igA	








cuatro	puentes	disulfuro	 intramoleculares.	El	empaquetamiento	de	 la	 las	proteínas	es	vital	









En	 este	 trabajo,	 la	 cuantificación	 por	métodos	 espectrofotométricos	 de	 la	 lisozima	 se	
realiza	midiendo	su	espectro	desde	400	a	240	nm	(Fig.10).	La	absorción	de	 luz	UV	de	esta	
proteína	es	gracias	a	la	presencia	de	aminoácidos	aromáticos	en	su	estructura,	tales	como	el	
triptófano	 (Trp),	 la	 tirosina	 (Tyr),	 además	de	puentes	disulfuro.	 Concretamente	 la	 lisozima	




















Sin	 embargo,	 estudios	 más	 centrados	 en	 la	 caracterización	 de	 las	 nanopartículas	





























































La	 síntesis	 de	 la	 magnetita	 se	 da	 por	 una	 reacción	 conocida	 como	 reacción	 de	
coprecipitación	(Massart,	1981).	




solución	 básica	 de	 hidróxido	 de	 sodio	 (NaOH)	 0,5	 M	 preparada	 previamente.	 Una	 vez	
finalizada	la	síntesis,	se	mantiene	la	solución	en	agitación	durante	una	hora.	El	resultado	final	
es	una	solución	de	coloración	negra	compuesta	por	óxido	ferroso	férrico	(Fe3O4)	o	magnetita.	
Cabe	 destacar	 que	 un	 posible	 problema	 asociado	 a	 la	 síntesis	 de	 la	 magnetita	 es	 la	
oxidación	del	hierro,	la	cual	desencadenaría	problemas	de	pureza.	Por	este	motivo,	con	el	fin	
de	 evitar	 dicha	 oxidación,	 todo	 el	 proceso	 de	 coprecipitación	 se	 da	 en	 una	 atmósfera	 de	
nitrógeno,	el	cual	desplaza	todo	el	oxígeno	presente	y	a	una	temperatura	de	40°C.	










Para	 recubrir	 las	 nanopartículas	 de	magnetita,	 se	 preparan	 1000	ml	 de	 PAA	 de	 15000	
g/mol	a	2,7	mg/ml	ajustado	previamente	a	pH	9,0	y	se	mantiene	en	agitación.	Paralelamente,	
se	añaden	desde	una	bureta	100	ml	a	4	mg/ml	de	nanopartículas	de	magnetita	ajustadas	a	pH	
11	 y	 sonicadas	 previamente	 durante	 treinta	 minutos	 en	 intervalos	 de	 diez	 segundos	 de	


















con	 diferentes	 elementos	 dando	 lugar	 a	 compuestos	 caracterizados	 por	 su	 coloración.		




a	 estudio.	 Son	 numerosos	 los	 estudios	 que	 emplean	 este	 tipo	 de	 cuantificación	 dada	 su	
precisión	y	facilidad	(Niedzielski	et	al.,	2014).	
La	reacción	mencionada	entre	el	compuesto	de	hierro	y	el	ion	del	tiocianato	es	la	siguiente:	




podría	 ser	 imprecisa.	 Por	 este	 motivo,	 se	 requiere	 de	 un	 agente	 oxidante	 con	 el	 fin	 de	




empleados	 son	 el	 peróxido	 de	 hidrógeno	 y	 el	 permanganato,	 siendo	 el	 primero	 el	 más	
adecuado	(Martins	et	al.,2005).	
2	𝐹𝑒FG + 𝐻F𝑂F + 2	𝐻G → 2	𝐹𝑒IG + 2	𝐻F𝑂	
Este	 método	 de	 cuantificación	 es	 el	 empleado	 para	 hallar	 la	 concentración	 de	 las	
nanopartículas	recubiertas	con	PAA.	Para	ello,	se	disuelven	las	nanopartículas	de	magnetita	
recubiertas	con	PAA	en	una	solución	con	ácido	clorhídrico	(HCl	6M),	agua	(H2O)	y	peróxido	de	























































imán	 y	 se	 cuantifica	 la	 lisozima	que	 queda	 en	 el	 sobrenadante	mediante	 la	medida	 de	 su	








Para	 ello,	 	 se	 preparan	 una	 serie	 de	 tubos	 en	 las	 que	 la	 concentración	 de	 NP-PAA	 y	














Light	 Scattering)	 en	 el	 instrumento	 Brookhaven	 Mod	 90	 Plus	 (New	 York,	 EE.UU.).	 	 Este	
instrumento	 mide	 el	 diámetro	 hidrodinámico	 de	 las	 partículas	 esféricas	 a	 partir	 de	 la	
dispersión	de	luz	y	teniendo	en	cuenta	la	velocidad	a	la	que	se	difunden	según	el	movimiento	
browniano,	movimiento	aleatorio	de	las	partículas	debido	al	solvente	en	el	que	se	encuentran.		
Concretamente,	 para	 medir	 el	 tamaño	 de	 las	 partículas	 se	 requiere	 el	 coeficiente	 de	
difusión	traslacional,	hallado	a	partir	de	la	ecuación	de	Stokes-Einstein:	
𝑑	 𝐻 = 	
𝑘𝑇
















1	 mg/ml).	 A	 continuación,	 se	 disponen	 los	 tubos	 preparados	 en	 el	 imán	 y	 se	 mide	 el	
sobrenadante	cada	cinco	minutos	a	una	longitud	de	onda	de	440	nm.	
4. RESULTADOS	













Mediante	el	empleo	de	 la	aproximación	de	 la	 isoterma	de	Langmuir	en	 las	condiciones	
descritas	en	materiales	y	métodos	es	posible	determinar	la	capacidad	máxima	de	adsorción	
de	 la	 lisozima.	 En	 la	 Fig.12	 se	 representa	 la	 concentración	 de	 lisozima	 que	 queda	 en	 el	
sobrenadante	tras	haber	decantado	magnéticamente	las	nanopartículas	mediante	un	campo	
magnético	externo	frente	a	la	concentración	de	nanopartícula	que	había	inicialmente	en	el	
medio.	 A	 medida	 que	 aumenta	 la	 concentración	 de	 nanopartícula,	 la	 concentración	 de	































A	 partir	 de	 este	momento,	 en	 todas	 las	 gráficas	 siguientes	 donde	 se	 estudia	 la	 capacidad	
máxima	 de	 adsorción	 se	 representa	 la	 concentración	 de	 lisozima	 que	 queda	 en	 el	
sobrenadante	tras	haber	decantado	magnéticamente	las	nanopartículas	mediante	un	campo	



















































Tras	 una	 hora	 de	 incubación,	 se	 observa	 que	 la	 cantidad	 de	 PEG	 no	 afecta	














































































































































































































no	 parece	 tener	 una	 tendencia,	 siendo	 todas	 negativas,	 lo	 que	 parecería	 indicar	 que	 si	 el	


























PEG	 vemos	 que	 la	 capacidad	 de	 adsorción	 con	 respecto	 al	 de	 menor	 peso	 molecular	
disminuye,	siendo	prácticamente	la	misma	que	las	NP-PAA	sin	tratar	cuando	usamos	el	PEG	
de	4000,	pero	alrededor	de	un	26%	menor	con	el	uso	de	PEG	de	35000.	Esto	podría	deberse	a	
que	 a	 medida	 que	 aumenta	 el	 número	 de	 monómeros	 de	 polímero	 la	 NP-PAA	 podría	

























Por	 otro	 lado	 los	 resultados	 obtenidos	 con	 el	 recubrimiento	 con	 PVA	 indican	 que	 la	



















La	 presencia	 en	 la	 disolución	 de	 polímeros	 neutros	 como	 el	 PEG	 400	 o	 el	 PVA	 parece	













trabajamos	 en	 relaciones	 1:10	 en	 masa	 de	 NP-PAA:polímero	 neutro.	 Podríamos	
plantear	sistemas	en	el	que	 la	relación	de	polímero/nanopartícula	 fuese	mayor	a	 la	
estudiada	en	este	trabajo,	para	confirmar	que	se	puede	reducir	aún	más	la	capacidad	
de	adsorción	de	la	nanopartícula	tratada.	
- Dado	 que	 con	 el	 PEG	 se	 han	 obtenido	 resultados	 positivos,	 la	 búsqueda	 y	
caracterización	del	PEG	de	peso	molecular	óptimo	podría	ser	un	futuro	abordaje	para	
nuevos	estudios.	En	este	 trabajo	 se	ha	estudiado	el	PEG	de	 tres	pesos	moleculares	
diferentes	 (400,	 4000	 y	 35000	 g/mol,	 respectivamente)	 obteniendo	 resultados	 con	






estudios	 con	 copolímeros	 de	 PEG	 como	 los	 polisorbatos,	 los	 poloxámeros	 o	 las	
poloxaminas.	
- Otra	 posibilidad	 que	 surge	 tras	 la	 finalización	 de	 este	 trabajo	 es	 la	 realización	 de	
estudios	 similares	 empleando	 otro	 tipo	 de	 polímeros	 neutros	 como	 agentes	 de	






- Otra	 propuesta	 interesante	 es	 la	modificación	 de	 la	 superficie	 de	 la	 nanopartícula	
empleando	otro	tipo	de	estrategia.	Los	estudios	realizados	por	Veiseh	et	al	(Veiseh	et	
al.,	2010)	recopilan	las	principales	estrategias	para	modificar	la	superficie	de	las	NP-
PAA	 incluyendo	 la	 conjugación	 directa	 o	 mediada	 por	 un	 “linker”	 así	 como	 la	
modificación	 de	 la	 superficie	mediante	 interacciones	 físicas	 como	 las	 hidrofóbicas,	
electrostáticas	 o	 de	 afinidad	 por	 ligando.	 Por	 tanto,	 siguiendo	 el	mismo	 protocolo	
realizado	en	este	trabajo	o	empleando	otra	técnica	para	modificar	las	nanopartículas,	
se	 pueden	 ampliar	 los	 resultados	 y	 las	 posibilidades	 de	 obtener	 un	 recubrimiento	
acorde	al	objetivo	planteado.	




Es	 de	 destacar	 la	 posible	 futura	 aplicabilidad	 de	 las	 NP-PAA	 tratadas	 con	 PVA,	 ya	 que	
podría	ser	muy	útil	para	aplicaciones	donde	la	capacidad	de	adsorción	de	proteína,	partiendo	
de	la	misma	NP-PAA	fuesen	mayores.	

















DLS	 technical	 note,	Malvern	 Instruments;	 Dynamic	 Light	 Scattering:	 An	 introduction	 in	 30	
minutes.	
DLS	technical	note,	Malvern	Instruments;	Zeta	Potential:	An	introduction	in	30	minutes.	
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